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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Verfahren und Vorrichtung zur Verkapselung von Zellen 
@ Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung sowie ein Ver- 
fahren zum Verkapseln von mikrobiellen, pflanzlichen 

und/oder tierischen Zellen bzw. von biologischen und 

chemischen Substanzen mittels einer Duse in kl eine i. w. 

kugelformige Teilchen durch Vibration eines Immobilisre- 

rungsge miseries, wobei die Vibration auf eine das Immo- 

bilisierungsgemisch enthaltende Spritzpumpe (1,2) uber- 

tragen wird, die schwingend gelagert und mit einer Oszil- 

iationseinheit (5) verbunden ist. 
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[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
und eine Vorrichtung zum Verkapseln von menschlichen 
und tierischen Zellen durch eine Duse in kleine, i. w. ku° el- 5 
formige Teilchen unter Zuhilfenahme von Einwegbehaltern. 
Ein derartiges Verfahren ist aus der DE 199 10 251 Al der 
Anmelderin bekannt. 

[0002] Die Verkapselung von mikrobieUen, pfianzlichen 
und tierischen Zellen und von biologischen und chemischen 10 
Substanzen - wie Katalysatoren - ist vor allem in der Bio- 
technologie und der Medizin zur Imrnobilisierung von gros- 
ser Bedeutung. In der Medizin dient die Verkapselung zu- 
satzlich zum Abschirmen vor dem Immunsystem. Durch die 
Immobiliserung ist es moglich, die Zellen oder den Kataly- 15 
sator im Prozess zuriickzuhalten und gleichzeitig das Pro- 
dukt zu emten. Dadurch sind ein verlangerter Nutzen und 
cine crhohtc Raum-Zcit-Ausbcutc moglich. Durch die Ab- 
schirmung der Zellen vor dem Immunsystem ist es moglich, 
einem Patienten korperfremde Zellen zu implantieren, die 20 
liber langere Zeit einen gewunschten S toff in den Korperdes 
Patienten abgeben, ohne dass sie durch das Immunsystem 
des Patienten angegriffen und zerstort werden. 
[0003] Die Verkapselung von Zellen und Katalysatoren in 
Biopolyinere - wie Carrageenan oder Alginat - und synLhe- 25 
tische Polymere - wie Polyacrylarnid - ist eine in For- 
schungslabors seit einigen Jahren angewandte Methode. In 
der Literatur werden dafur viele verschiedene Vorrichtungen 
beschrieben. Eine der effizientesten Methoden ist das Zertei- 
len eines Strahles durch die Uberlagerung einer extemen 30 
Schwingung auf die Immobilisierungsflussigkeit. Die Flus- 
sigkeit wird dadurch beim laminaren Ausstromen aus einer 
Duse in gleichgrosse Fraktionen aufgeteilt. Mehrere Metho- 
den zur Schwingungsiibertragung werden genutzt oder be- 
schrieben, z. B. Koppelung an einen Vibrator, Piezokristall, as 
Schallwellen. 

[0004] Die eingangs zitierte Druckschrift der Anmelderin 
zeigt ein kommerzielles Verkapselungsgerat, bei dem die 
Schwingung mittels einer Pulsationskarnmer auf das Immo- 
bilisierungsgemisch ubertragen wird. Die gesamte Verkap- 40 
selungsreaktion findet in einem aus rostfreiem Stahl und 
Glas bestehenden Reaktionsbehalter statt, der zuvor in ei- 
nem handelsublichen Autoklaven sterilisiert wurde. Die her- 
gestellten Mikrokugeln werden in diesem Behalter verfe- 
stigt und unter Umstanden weiterbehandelt - z. B. mit dem 45 
Aufbringen von zusatzlichen Membranschichten. Will man 
fiir medizinische Anwendungen - bspw. Diabetes oder 
Krebstherapien - Zellen verkapseln, stehen in der Regel nur 
kleine Volumina (1-5 ml) zur Verkapselung zur Verfugung. 
Deshalb hat diese Methode die Schwierigkeit, dass, bedingt 50 
durch das grosse Totvolumen des Systems, ein Grossteildes 
Verkapselungsmaterials im System verlorengeht, was bei 
der Verkapselung von menschlichen Zellen inakzeptabel ist. 
Ausserdem birgt das Konzept der Wiederverwertbarkeit des 
Reaktionsbehalters durch Autoklavieren eine gewisse Ge- 55 
fahr der Cross-Contamination, welche nur mit grossem zeit- 
iichen und technischen Aufwand begegnet werden konnte. 
Als weitere Schwierigkeit muss die grosse Flexibility des in 
der Anmeldung DE 199 10251 beschriebenen Systems ge- 
sehen werden, die - im Forschungs - und Entwicklungsbe- 60 
reich - als sehr notwendige Einrichtung, im Produktionsbe- 
reich im medizinischen Umfeld als behinderlich oder sto- 
rend gelten kann. 

[0005] Aufgabe der vorliegenden Erfindung is! es daher, 
cine gattungsgcmaBc Vorrichtung bzw. cin bekanntes Vcr- 65 
fahren im Hinbiick auf seine Eignung speziell fiir kleine 
Nutzvolumina bzw nur geringe Mengen von Immobilisie- 
rungsgemisch zu verbessern, wobei insbesondere Abfall- 



bzw. nicht nutzbare Mengen von Wirkstoff zu minimieren 
sind. Ferner ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die 
Empfindlichkeit bekannter Vorrichtungen gegen Verschmut- 
zung zu uberwinden und somit eine Vorrichtung bzw. ein 
Verfahren zu schaffen, welches insbesondere einen zum Ste- 
rilisieren bzw. Reinigen benotigten Aufwand deutlich ver- 
mindert. 

[0006] Die Aufgabe wird durch das Verfahren mit den 
Merkmalen des Anspruches 1 sowie die Vorrichtung mit den 
Merkmalen des Anspruches 7 geldst; vorteilhafte Weiterbil- 
dungen der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen An- 
spruchen. Zusatzlich gelten als von der vorliegenden Erfin- 
dung mitumfasst samtliche aus den vorliegenden Unterlagen 
erkennbaren Vorrichtungs- und/oder Verfahrensmerkmale, 
einzeln oder in beliebiger Kombination. 
[0007] Erganzend gilt der OfFenbarungsgehalt der 
DE 199 10 251 Al, so er der Lehre der vorliegenden Offen- 
barung nicht cntgcgcnstcht, als in die vorliegende Anmel- 
dung einbezogen, insbesondere im Hinbiick auf weitere De- 
tails der Erzeugung und/oder Behandlung von kugelfbrmi- 
gen Teilchen. 

[0008] Nach einer Realisierungsform des erfindungsge- 
massen Verfahrens wird das Irnmobihsierungsgemisch in 
eine handelsubliche sterile Spritze, die mit einer speziellen 
Nadel besluckt ist, aufgenouunen. Die SpriLze mit der Nadel 
wird durch eine Membran in einen sterilen Kunststoffbehal- 
ter, den Einweg-Reaktionsbehalter, gestossen. Eine Vor- 
schubeinrichtung druckt das Immobilisierungsgemisch 
durch die spezielle Nadel, und es bildet sich ein laminarer 
Flussigkeitsstrahl aus. Die Spritze ist mit einem Vibrator 
verbunden, welcher eine harmonische Schwingung auf die 
Spritze ubertragt und dabei den Strahl in gleichgrosse Teile 
auftrennt. Vorzugsweise wird in der Nahe der Nadel ein 
elektrisches Feld aufgebaut, so dass im Flussigkeitsstrahl 
ein elektrischer Ladungsfluss entsteht, wodurch die entste- 
henden Tropfen eine elektrische Ladung erhalten. Diese 
Aufiadung muss so hoch sein, dass die Kugeln sich aufgrund 
der gleichartigen Ladung gegenseitig abstossen und sich die 
anfanglich einzelstrangig vorhandene Kugelkette in viele 
Teilketten aufteilt. Dazu werden Spannungen vorzugsweise 
im Bereich von 200 bis 1600 V benotigt. Durch den Disper- 
gierungseffekt fallen die Kugeln nicht mehr auf einem eng 
begrenzten Gebiet auf die Oberflache des Hartungsbades, 
sondern sie werden weit zerstreut. 

[0009] Die somit hergestellten Kugeln harten im Gelie- 
rungsbad, welches im Einweg-Reaktionsbehalter bereits 
vorliegt. Waschschritte oder andere Prozessschritte werden 
in einem getrennten Behalter durchgefuhrt, wobei diese Be- 
halter aus Kunststoff gebildet und auch zum einmaligen Ge- 
brauch bestimmt sind. Der Benutzer sammelt typischer- 
weise die Kugeln am Schluss des Herstellungsprozesses in 
einer weiteren Spritze und kann sie ggf. direkt einem Patien- 
ten eintransplantieren. 

[0010] Mittels dieser Vorgehensweise ist es moglich, 
kleine Verkapselungsvolumina, z. B. 1-5 ml Zellen und Al- 
ginatlosung, praktisch verlustfrei zu Kugeln zu verarbeiten. 
Gleichzeitig steht dem Benutzer ein einfaches Verfahren zur 
Verfugung, bei welchem er - dank des Einsatzes von Ein- 
wegeinheiten - keine aufwendigen ReinigungsmaBnahmen 
vornehmen und keine Crosskontaminationen zwischen 
mehreren Produktionsansatzen erwarten muss. 
[0011] Das in der vorliegenden Patentschrift beschriebene 
Verfahren und Vorrichtung weist ansonsten dieselben Pro- 
duktionsschritte wie die zitierte Schriftzum Stand der Tech- 
nik auf. Das hcisst, dass die hergestellten Kugeln cine rundc 
und kugelformige Form aufweisen, dass sie ein monodisper- 
ses Korngrossenspektrum besitzen und dass mit dieser Vor- 
richtung ebenfalis sehr kleine Kugeln (etwa 100-1000 urn) 
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unier sterilen und reproduzierbaren Bedingungen hergestellt 
werden konnen. Ebenfalls zeichnet sich das vorliegende 
Verfahren durch eine hohe Produktivitat aus, so kann etwa 
eine Batchgrosse von 2mi in weniger als einer Minute zu 
kleinen Kugeln verarbeitet werden. 5 
[0012] Weitere Vorteile, Merkmale und Einzelheiten der 
Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden Beschrei- 
bung bevorzugter Ausfuhrungsbeispiele sowie anhand der 
einzigen Zeichnung, diese zeigt in 

[0013] Fig, 1 eine Seitenansicht einer erfindungsgemassen 10 
Vorrichtung. 

[0014] In der dargestellten Anlage fur das sterile Verkap- 
seln mikrobieller, pflanzlicher und tierischer Zellen wird mit 
einer Spritzenpumpe 2 - welche pneurnatisch oder mecha- 
nisch betrieben wird - der Spritzenkolben 1 vorgestossen, 15 
um damit das Immobilisierungsgemisch, das in die Spritze 
aufgenommen wurde und aus Zellen und Polymeriosung be- 
stcht, zu fordcrn. Die Spritze ist in cine Haltcrung 3 gc- 
spannt, welche die Spritze an ihrem gesamten Umfang fest- 
klemmt. Die Halterung ist an zwei Federstahl-Bandern 4 20 
aufgehangt, welche die vertikalen Krafte aufnehmen, die 
durch das Ausstossen der Spritze entstehen. Die Spritzen- 
halterung kann transversal schwingen, und ubernimmt die 
Schwingungsubertragung eines Pulsators 5 auf die Nadel 6, 
welche als Duse fungiert. Mit dieser Nadel kann eine Steril- 25 
Membran 7 (die als Sterilbarriere dient, gleichzeitig jedoch 
Vibration der Nadel zulaBt) zum Einweg-Reaktionsbehalter 
A durchstochen und das Immobilisierungsgemisch zertropft 
werden. 

[0015] Die einzelnen Tropfen werden im Licht von getrig- 30 
gerten Leuchtdioden 8 sichtbar. Der Tropfen-Strahl wird 
durch elektrostatische Aufladung liber einen Metallring im 
Hals 9 des Einweg-Reaktionsbehalters A aufgeweitet. Die 
Tropfen fallen in eine Hartungslosung 10 und harten dort so- 
fort aus. 35 
[0016] Um Koaleszenz zu verhindem, muss das Hartungs- 
bad 10 leicht geruhrt werden. Dies wird mit einem Magnet- 
Ruhrstabchen, das auf einem grobmaschigen Edelstahl-Netz 
11 dreht, erreichL Die ausgeharteten Kugeln werden liber 
den Sammelkonus im Boden des Einweg-Reaktionsbehalter 40 
A und uber ein Dreiwegventil 12 zu einem Feinsieb 13 ab- 
geleitet. Die Kugeln bleiben auf dem Feinsieb zuriick, die 
uberschiissige Hartungslosung fliesst in ein Abwasser-Ge- 
fass 14 ab. 

[0017] Die Kugeln miissen in der Regel gewaschen wer- 45 
den. Die Waschflussigkeit wird hierzu aus einem Vorratsbe- 
halter 15 iiber einen Verteilboden im Deckel 16 des Einweg- 
Reaktionsbehalter A in das System gebracht. Die mogli- 
cherweise im Einweg-Reaktionsbehalter A und in den Ver- 
bindungsschlauchen verbliebenen Kugeln werden somit 50 
ebenfalls auf das Feinsieb 13 gespult. 

[0018] Der erforderliche Druckausgleich gegenuber der 
Umgebung erfoigt wahrend des Prozessablaufs uber Steril- 
luftlilter 17. Nach dem Waschvorgang miissen sie resuspen- 
diert und in eine Injektionsspritze gebracht werden. Dazu 55 
werden die Dreiwegventile 12, 18 umgesteilt, und die Re- 
suspendierungsflussigkeit wird manuell aus der Vorrats- 
spritze 19 in den Feinsieb-Behalter B gedriickt. Dort werden 
die Kugeln durch die einem Laminar-Gitter 20 beruhigte 
Stromung als Pfropfen auf- und in eine Sammelspritze 21 60 
geschwemmt. Deren Kolben wird mit zunehmendern \folu- 
men von selbst ausgefahren. Somit liegen die verkapseiten 
Zellen in einer Losung vor und konnen nun weiterverwendet 
werden. 

65 

Patentanspruche 
1. Verfahren zum Verkapseln von mikrobiellen, 



pflanzlichen und/oder tierischen Zellen bzw. von biolo- 
gischen und chemischen Substanzen mittels einer Duse 
in kleine i. w. kugelformige Teilchen durch Vibration 
eines Trnmobilisierungsgemisches, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Vibration auf eine das Immobilisie- 
rungsgemisch enthaltende Spritzenpumpe (1, 2) tiber- 
tragen wird, die schwingend gelagert und mit einer Os- 
ziilationseinheit (5) verbunden ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass mittels einer extemen Vibration ein laminarer 
Russigkeitsstrom des Immobilisierungsgemisches aus 
der Spritzenpumpe in gleichgroBe kugelformige Teil- 
chen geteilt wird, wobei bevorzugt die externe Vibra- 
tion in einer Richtung senkrecht zum Riissigkeitsstrom 
auf die Spritzenpumpe ubertragen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Diise eine Spritzennadel (6) der 
Spritzenpumpe (1, 2) verwendet wird, die durch cine 
Sterilmembran (7) in einen Hartungsbehalter (B) hin- 
einreicht. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die kugelformigen Teil- 
chen in einem elektrischen Feld zwischen der Duse (6) 
und dem Hartungsbad (A) mit einer elektrischen La- 
dung versehen werden, die so eingestellt ist, dass die 
Teilchen sich gegenseitig abstoBen. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Spritzenpumpe, insbe- 
sondere eine Einwegspritze, mittels der extemen Oszil- 
lationseinheit (5) in Schwingungen versetzt wird, die 
zwischen 400 und 5.000 Hz betragen. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Immobilisierungsge- 
misch mittels eines Kolbens (1) so durch die Diise (6) 
der Spritzenpumpe in den Hartungsbadbehalter (A) ge- 
driickt wird, dass eine laminare Stromung entsteht, die 
vorzugsweise 1-50 rnl/rnin betragt. 

7. Vorrichtung zum Verkapseln von mikrobiellen, 
pflanzlichen und/oder tierischen Zellen bzw. von biolo- 
gischen und chemischen Substanzen mittels einer Duse 
in kleine i. w. kugelformige Teilchen durch Vibration 
eines Immobilisierungsgemisches, insbesondere zur 
Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspru- 
che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine pneu- 
rnatisch oder mechanisch betriebene Spritzenpumpe (1, 
2) fur das Immobihsierungsgemisch an einem federn- 
den Halteelement (3, 4) aufgehangt ist, welches zum 
Aufnehmen vertikaler Krafte ausgebildet ist und eine 
transversale Schwingung der Spritzenpumpe erlaubt. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das federnde Halteelement mit einer Os- 
ziilationseinheit (5) so verbunden ist, dass eine Vibra- 
tion der Oszillationseinheit die transversale Schwin- 
gung der Spritzenpumpe bewirkt. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Duse eine Spritzennadel (6) der 
Spritzenpumpe mit zum Erzeugen der kugelformigen 
Teilchen geformtem Endstuck verwendet wird, welche 
vorzugsweise 0,1-1 mm Kanulendurchmesser auf- 
weisL 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung einen Har- 
tungsbadbehalter (A) mit einem Sammelkonus auf- 
weist, der vorzugsweise einen Durch messer von 60 bis 
120 mm und cine Hone von 150 bis 200 mm besitzt 
und zum Aufnehmen geharteter kugelformiger Teil- 
chen ausgebildet ist. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
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zeichnet, dass dem Hartungsbadbehalter (A) ein Behal- 
ter (B) mit einem Feinsieb (13) nachgeschaltet ist, wel- 
ches vorzugsweise eine Maschenweite von 50-100 um 
sowie ferner ein laminares Gitter (20) zum Kontrollie- 
ren der Stromungen von Waschvorgangen aufweist. 5 

12. Vorrichtung nach Anspruch 10 oder 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass z wise hen der Spritzennadel und 
dem Hartungsbad (B) eine elektrische Spannung ange- 
legt ist, die vorzugsweise 400-2.000 Volt betragt. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 bis 12, 10 
dadurch gekennzeichnet, dass alle oder einzelne Be- 
standteile der Vorrichtung, insbesondere Behalter, Ver- 
bindungen und/oder Ventile, aus in der Medizin zuge- 
lassenen Kunststoffteilen hergestellt sind, vorzugs- 
weise aus Polycarbonat, Polyester und/oder Teflon. 15 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Spritzenpumpe und/ 
oder der Hartungsbadbehalter (B) zur Einmalvcrwcn- 
dung ausgebildet und vorgesehen sind. 
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